大多数骨髓增生异常综合征难治性血细胞减少伴有多系发育异常（MDS-RCMD）患者在诊断时骨髓增生正常或活跃，但仍有10%\~15%的患者表现为骨髓低增生性[@b1]--[@b4]。这些低增生性RCMD（hypo-RCMD）和再生障碍性贫血（AA）患者在临床表现、实验室检查上往往相似，尤其当染色体与基因检查未发现异常时，常常很难鉴别。近年来，有不少研究证实通过流式细胞术（FCM）检测CD34和CD117有助于鉴别hypo-RCMD和AA[@b5]--[@b8]，但是对于何者更佳以及何为最佳临界值目前仍未见明确的报道。本研究中，我们拟探讨FCM检测CD34和CD117在鉴别hypo-RCMD和AA中的作用及其鉴别诊断的最佳临界值，为临床诊断提供依据。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：以2003年6月1日至2014年12月30日我院明确诊断的42例hypo-RCMD患者为研究对象，男20例，女22例，中位年龄54（21\~82）岁。具体诊断步骤参考我们的前期研究[@b9]，如果一次检查诊断不明确，换部位抽取骨髓进行再次检查。MDS的诊断和分型参照WHO（2008）标准，hypo-RCMD的诊断标准为骨髓活检病理学显示造血细胞减少、脂肪组织增加，60岁以下患者的造血细胞容积\<30%，60岁以上患者的造血细胞容积\<20%。42例hypo-RCMD患者骨髓中位原始细胞比例为0.023（0\~0.040），其中14例（33.3%）伴染色体核型异常。以同期收治的73例AA患者为对照，男42例，女31例，中位年龄29（18\~74）岁。AA诊断参照Camitta标准[@b10]--[@b11]，其中重型AA（SAA）44例。

2．实验方法：CYTOMICS FC500流式细胞仪及相关单克隆抗体购自美国Beckman Coulter公司。细胞表面抗体检测为四色荧光标记组合：IgG1-FITC/IgG1-PE/IgG1-ECD/IgG1-PC5、HLA-DR/CD117/CD45/CD34、CD14/CD33/CD45/CD64、CD7/CD10/CD45/CD19、CD16/CD11c/CD45/CD13、CD4/CD8/CD45/CD3、CD16/CD56/CD45/CD2。细胞内抗体为五色荧光标记组合：cIgG1-FITC/cIgG1-PE/cIgG1-ECD/cIgG1-PC5c/IgG1-PC7、cTdT/cMPO/cCD3/cCD79a/CD45。具体实验步骤参考文献[@b12]。对42例hypo-RCMD和73例AA患者的骨髓FCM数据进行盲法、回顾性分析。在CD45/侧向散色光（SCC）散点图上，取髓系原始幼稚细胞的位置和粒细胞的位置分别设门后对门内细胞不同抗原表达进行分析，采用CXP1.0分析软件进行结果判读。

3．统计学处理：采用SPSS 17.0统计学软件进行统计分析。按照临床流行病学诊断试验评价方法，采用受试者工作曲线（ROC曲线）评价诊断试验的灵敏度、特异度、预测值、曲线下面积及似然比等指标，确定最佳临界点值。两ROC曲线下面积的比较采用卡方检验，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．CD34的最佳临界值确定：在hypo-RCMD组中CD34^+^细胞比例中位数为0.69%（0\~5.57%），AA组中CD34^+^细胞比例中位数为0.37%（0\~1.40%）。因为我们需要鉴别诊断hypo-RCMD和AA，所以希望特异度较高，阳性似然比较大，因此选择CD34^+^细胞比例≥0.5%为最佳临界值，大于该值时鉴别诊断的特异度为98.63%，准确度为80.00%，阳性似然比为34.76（[表1](#t01){ref-type="table"}），鉴别诊断hypo-RCMD和AA的ROC曲线下面积为0.734 5。当CD34≥1%时，特异度为100%，但是灵敏度只有45.24%，而且无法得出阳性似然比，这样临床上无法应用阳性似然比计算验后概率，对临床工作的指导意义降低，所以选择0.5%为最佳临界值。

###### CD34鉴别hypo-RCMD和AA的诊断临界值

  CD34^+^细胞比例（%）   灵敏度（%）   特异度（%）   准确度（%）   阳性似然比
  ---------------------- ------------- ------------- ------------- ------------
  ≥0.1                   52.38         75.34         66.96         2.12
  ≥ 0.2                  52.38         84.93         73.04         3.48
  ≥0.3                   52.38         91.78         77.39         6.37
  ≥0.4                   52.38         94.52         79.13         9.60
  ≥0.5                   47.62         98.63         80.00         34.76
  ≥0.55                  45.24         98.63         79.13         33.02

注：hypo-RCMD：低增生性难治性血细胞减少伴多系发育异常；AA：再生障碍性贫血

2．CD117最佳临界值确定：在hypo-RCMD组中CD117^+^细胞比例中位数为1.12%（0\~6.88%），AA组中CD117^+^细胞比例中位数为0.70%（0\~6.61%）。同理选择CD117^+^细胞比例≥1.5%为最佳临界值，大于该值时鉴别诊断的特异度为98.63%，准确度为78.26%，阳性似然比为31.28（[表2](#t02){ref-type="table"}），鉴别诊断hypo-RCMD和AA的ROC曲线下面积为0.734 2。

###### CD117^+^细胞比例鉴别hypo-RCMD和AA的诊断临界值

  CD117^+^细胞比例（%）   灵敏度（%）   特异度（%）   准确度（%）   阳性似然比
  ----------------------- ------------- ------------- ------------- ------------
  ≥0.1                    64.29         71.23         68.70         2.23
  ≥0.5                    52.38         89.04         75.65         4.77
  ≥1.0                    50.00         95.89         79.13         12.17
  ≥1.5                    42.86         98.63         78.26         31.28
  ≥2.0                    30.95         98.63         73.91         22.59

注：hypo-RCMD：低增生性难治性血细胞减少伴多系发育异常；AA：再生障碍性贫血

3．CD34和CD117鉴别诊断hypo-RCMD和AA的ROC曲线的比较：单独应用CD34和CD117进行鉴别诊断，两者曲线下面积分别为0.734 5和0.734 2，差异无统计学意义（*χ*^2^\<0.01，*P*=0.992），说明单独应用均有较好的鉴别诊断价值。

4．CD34^+^CD117^+^细胞最佳诊断临界值：在hypo-RCMD组中CD34^+^CD117^+^细胞比例中位数为0.47%（0\~2.89%），AA组中CD34^+^CD117^+^细胞比例为0.20%（0\~0.69%）。同理选择CD34^+^CD117^+^细胞比例≥0.3%为最佳临界值，大于该值时鉴别诊断的特异度为98.63%，准确度为79.13%，阳性似然比为33.02（[表3](#t03){ref-type="table"}），鉴别诊断hypo-RCMD和AA的ROC曲线下面积为0.736 5。

###### CD34^+^CD117^+^细胞比例鉴别hypo-RCMD和AA的诊断临界值

   CD34^+^CD117^+^细胞比例（%）  灵敏度（%）   特异度（%）   准确度（%）   阳性似然比
  ------------------------------ ------------- ------------- ------------- ------------
               ≥0.1              50.00         93.15         77.39         7.30
               ≥0.2              47.62         97.26         79.13         17.38
               ≥0.3              45.24         98.63         79.13         33.02
               ≥0.4              45.24         100.00        80.00         −
               ≥0.5              42.86         100.00        79.13         −

注：hypo-RCMD：低增生性难治性血细胞减少伴多系发育异常；AA：再生障碍性贫血

5．平行试验：如果以CD34≥0.5%为诊断hypo-RCMD的界值或CD117≥1.5%为诊断界值，进行诊断试验的平行试验，即一个阳性则认为诊断试验阳性，平行试验的灵敏度为52.38%，特异度为97.26%，准确度为80.87%，阳性似然比为19.12。与单独CD34^+^和CD117^+^细胞比例相比，灵敏度略有提高（提高5%\~10%），特异度变化不大。

讨论 {#s3}
====

hypo-RCMD和AA的鉴别诊断常常给临床带来困扰，形态学常常不能明确诊断[@b13]。细胞遗传学被认为是最重要的诊断手段，但是对于没有细胞遗传学异常的血细胞减少患者，仍需要其他手段帮助诊断，FCM就是一个重要的诊断方法[@b14]--[@b15]。2008年WHO血液系统疾病诊断和分型标准建议以多个流式细胞免疫表型异常作为MDS的诊断依据，其中CD34和CD117的表达增高的意义已经得到较广泛的认同。目前已经有研究证实CD34和CD117均有助于鉴别诊断MDS[@b16]--[@b17]，Westers等[@b18]认为在低危MDS中有大约80%的患者可发现有CD117的表达异常，Ogata等[@b19]曾进行一项多中心前瞻性试验，在日本和意大利以CD34等多个参数的流式细胞术鉴别MDS和一些血细胞减少患者，多参数诊断的灵敏度分别达到65%和89%，特异度分别达到98%和90%，阳性似然比分别达到28.1和8.5。因此我们认为用FCM检测CD34和CD117是一种简单、准确、快捷的检测方法。

我们对42例hypo-RCMD和72例AA患者的骨髓流式免疫表型进行回顾性分析，认为CD34^+^细胞比例≥0.5%为鉴别诊断的最佳临界值，特异度和准确度都较高，分别为98.63%和80.00%；CD117^+^细胞比例≥1.5%为鉴别诊断的最佳临界值，特异度和准确度分别为98.63%和78.26%；CD34^+^CD117^+^细胞比例≥0.3%为鉴别诊断的最佳临界值，特异度和准确度分别为98.63%和79.13%。CD34^+^、CD117^+^或CD34^+^CD117^+^细胞比例三个指标均有较好的鉴别诊断价值。说明可以分别用CD34^+^、CD117^+^或CD34^+^CD117^+^细胞比例判断和鉴别hypo-RCMD和AA。因为hypo-RCMD和AA患者中CD34^+^细胞比例很低，一些患者为0，因此当CD34^+^为0时，可以单独采用CD117^+^细胞比例进行鉴别诊断，有相似的灵敏度和特异度，所以CD117可以替代CD34进行鉴别诊断。

但是单独采用CD34和CD117进行鉴别诊断时，灵敏度不高，不到50%，所以为了提高诊断的灵敏度，我们采用联合CD34和CD117的平行试验做进一步的评价，即一个指标阳性即判断为阳性。从平行试验的结果可以看出，与单独应用CD34或CD117比较，平行试验可以在不降低特异度的基础上，提高灵敏度约10%，可以进一步帮助我们鉴别诊断hypo-RCMD和AA。

总之，CD34^+^细胞比例≥0.5%和CD117^+^细胞比例≥1.5%分别为鉴别诊断的最佳临界值，两者联合应用，可以达到较好的灵敏度和特异度，帮助鉴别诊断hypo-RCMD和AA。
